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2. INTRODUCTION Metastasis  is  the first cause of cancer‐related morbidity and mortality (Jemal et al., 2010). The understanding of its ontology is therefore crucial for improving cancer patients’ chance of surviving this disease. Metastasis is more and more studied, thanks to the development of 
in  vivo models  using  immuno‐compromised  mice.  In  the  next  chapter,  known  facts  and theories currently proposed by the field are presented.  














Dissemination  might  occur  constantly  and  stem  from  all  tumor  masses,  being  primary tumors or metastases: the metastatic cascade might be more complex and dynamic than a single‐sourced waterfall.                
Figure 1. Scheme of  the metastatic cascade. Disseminating Tumor Cells  (DgTCs)  can spread either  through haematogenous dissemination or  through a  lymphatic dissemination.  In both  cases, DgTCs have  to break  free from the primary tumor and evade through the basement membrane.  In  the case of a haematogenous spread, DgTCs  additionally  intravasate  into  the  vasculature,  survive  in  the  blood  stream  and  extravasate  from  the vasculature  endothelium.  All  routes  can  lead  to  the  other  and  secondary  metastases  might  result  from  re‐seeding of primary metastases. Figure taken from Pantel and Brakenhoff, 2004. 




















Figure  2.  Schematic  view  of  the  Epithelial  to  Mesenchymal  Transtition  (EMT)  and  Mesenchymal  to 
Epithelial  Transition  (MET)  mechanisms  during  metastasis.  Epithelial  cells  form  the  bulk  of  the  tumor. Some  cells,  possibly  induced  by  interactions  with  the  surrounding  activated  stroma  such  as  Carcinoma Associated Fibroblasts  (CAFs), undergo EMT. They acquire a  cancer  stem cell phenotype and  they are able  to disseminate from the primary tumor to a distant site. After regaining epithelial traits (MET), the Disseminating Tumor Cells (DgTCs) develop into solid metastases. Figure taken from Polyak and Weinberg, 2009.  







Second,  MDSCs  are  described  as  CD11b+/GR1+  cells  in  the  mice  or  MHCI/+MHCII low/CD11c+/CD33+/CD34+/CD86‐ in humans (Ostrand‐Rosenberg and Sinha, 2009). They act as  suppressors  of  the  adaptive  and  innate  immune  responses  against  tumor  cells.  For instance, MDSCs are blocking the action of CD4+ and CD8+ T cells through the production of ARGINASE and NITRIC OXIDE. MDSC accumulation  in  the blood circulation but also  in  the lymph  nodes,  the  bone  marrow  and  the  spleen  of  patients  is  associated  with  metastasis occurrence (Ostrand‐Rosenberg, 2008). The mechanisms leading to MDSC accumulation are still poorly understood but have been linked to  inflammation signaling. For  instance, mice lacking  the  pro‐inflammatory  S100A9  protein  develop  efficient  anti‐tumor  immune responses  and  reject  implanted  cancer  cells;  by  injecting wild‐type MDSCs  in  the  tumor‐implanted mice, the effect can be reversed (Cheng et al., 2008).  Third, MSCs seem to play a role in priming tumor cells on the site of the primary neoplasm, before  dissemination.  This  priming  occurs  through  a  paracrine  loop where  breast  cancer cells  stimulate  de  novo  secretion  of  the  chemokine  CCL5  (or  RANTES)  from MSCs.  CCL5 secreting MSCs then enhance invasion and motility of the cancer cells via signaling through the chemokine receptor CCR5 (Karnoub et al., 2007).               
 














































2008).  Signals  initiating  EPC  recruitment  to  micrometastases  and  signals  controlling macrometastatic progression are still unclear.  This rather new concept of a pre‐existing niche or pre‐metastatic niche was mostly obtained from  mouse  model  studies  and  largely  focused  on  the  lungs  as  a  target  organ.  It  still requires further investigation. Nevertheless, the pre‐metastatic niche discovery underlines the complexity of carcinogenesis: metastasis might be a global‐regulated process, prepared in advance by the recruitment and the activation of the surrounding healthy environment. 
2.1.4 Metastasis regulatory elements  Once the first oncogenic events have taken place (through activation of oncogenes such as 







For  instance,  expression  of  BRMS1  in  human  cancer  cell  lines  has  no  effect  on  primary tumor growth or haematogenous seeding, but selectively attenuates colonization (Vaidya et al., 2008). During dissemination, KAI1 anchors  tumor cells  to  the endothelium through  its interaction with DUFFY ANTIGEN CHEMOKINE RECEPTOR (DARC) and induces senescence of bound epithelial cells (Bandyopadhyay et al., 2006). Some metastasis suppressor genes have been used for therapeutic exploitation but none of them  is  used  in  clinical  routine.  Three  strategies  have  been  followed:  reconstitution  of metastasis  suppressor  function  by  induction  of  the  endogenous  locus  (for  instance  for 
NM23 via  the  administration  of medroxy‐progestorone  acetate,  (Palmieri  et  al.,  2005))  or gene  therapy  (for  instance  for  KAI1,  by  administration  of  liposomes  containing  KAI1 plasmid  expression  vector,  (Xu  et  al.,  2008)),  direct  administration  of  the  suppressor protein itself (for instance for KISS1, by administration of KISS1‐derived peptide through an osmotic pump, (Ohtaki et al., 2001)), or targeting essential downstream pathways that are activated  by  loss  of  suppressor  function  (for  instance  for NM23,  by  administration  of  the inhibitor  Ki6425  for  LYSOPHOSPHATIC  ACID  RECEPTOR  1,  LPAR1,  (Boucharaba  et  al., 2006)).  Additionally,  a  new  class  of  miRNAs  has  recently  been  shown  to  inhibit  metastasis.  For instance, metastasis growth requires the suppression of miR­126 and miR­335  in  lung and breast  carcinomas.  MiR­126  notably  represses  CRK  (adaptor  signaling  protein  that participates in cell migration and ACTIN remodeling), thus inhibiting motility of lung cancer cells. MiR­335, on the other hand, represses the expression of the glycoprotein TENASCIN C (TNC),  involved  in  reducing  cell‐ECM  interactions  and  invasion  of  breast  tumor  cells (Tavazoie et al., 2008). Another example is the miR­146 family: in the MDA‐MB‐231 breast cancer  metastatic  cell  line, miR­146  was  shown  to  repress  INTERLEUKIN  1  RECEPTOR–ASSOCIATED KINASE 1  (IRAK1)  and TNF RECEPTOR‐ASSOCIATED FACTOR 6  (TRAF6)  as well  as  the  activity  of  NUCLEAR  FACTOR  KAPPA  B  (NFκB);  such  repressions  lead  to  a deduced metastatic potential (Bhaumik et al., 2008). Eventually, the repression of the miR­














participates to metastasis progression by repressing RECK and TIMP3 (TISSUE INHIBITOR OF  METALLOPROTEINASE  3),  two  MMP  inhibitors  via  the  loss  of  the  tumor  suppressor protein PTEN (Meng et al., 2007). Last but not  least, metastasis virulence elements enable MetICs  to colonize  the metastatic niche.  These  elements  are  of  course  niche‐dependent.  For  example,  osteoclast mobilizing factors  such  as  PARATHYROID  HORMONE‐RELATED  PROTEIN  (PTHRP)  and INTERLEUKINE 11 (IL‐11) do not provide selective advantages to breast cancer cells in the primary  tumor  but  enable  them  to  establish  osteolytic  lesions  in  the  bone  (Kang  et  al., 2003). Also, the expression of INIHIBTOR OF DIFFERENTIATION 1 (ID1) and ID3 supports the  ability  of  human  breast  cancer  cells  to  bypass  senescence  and  reinitiate  growth  after extravasation  in  the  lungs of mice (Gupta et al., 2007b)  thanks to  the recruitment of EPCs (Gao  et  al.,  2009)  (see  chapter  2.1.3).  More  recently,  the  tyrosine  kinase  SRC  has  been shown to be dispensable for homing to the bones or to the lungs in breast cancer but critical for the survival and outgrowth of the tumor cells in the bone marrow (Zhang et al., 2009). In addition, multiple sets of genes have been described as organ specific metastasis signatures (Massague, 2007).          
  
Figure 5. Metastasis suppressor genes and metastasis  inducing genes. These genes can be subdivided  in different categories. After the initial oncogenic transformation occurring in the primary tumor cells, DgTCs have to  acquire  metastasis  initiation,  metastasis  progression  as  well  as  metastasis  virulence  functions  through activation  or  repression  of  different  sets  of  genes.  Abbreviations:  ANGPTL4,  ANGIOPOIETIN­LIKE  4;  APC, 
ADENOMATOUS  POLYPOSIS  COLI;  CCL5,  C­C  CHEMOKINE  LIGAND  5;  DARC,  DHFFY  ANTIGEN  CHEMOKINE 
RECEPTOR;  EGFR,  EPIDERMAL  GROWTH  FACTOR  RECEPTOR;  EREG,  EPIREGULIN;  GM­CSF,  GRANULOCYTE­
MACROPHAGE COLONY STIMULATING FACTOR; GPR56, G PROTEIN­COUPLED RECEPTOR 56; HGF, HEPATOCYTE 
GROWTH FACOTR; ID1, INHIBITOR OF DIFFERENTIATION 1; IL, INTERLEUKIN; KISS1, KISSEPTIN 1; LOX, LYSYL 
OXIDASE;  MMP1,  MATRIX  METALLOPROTEINASE  1;  PTGS2,  PROSTAGLANDIN  G/H  SYNTHASE  2;  PTHRP, 














2.2 The Metastasis Initiating Cell Hypothesis  In order to narrow down the search for Metastasis Initiating Cells (MetICs),  it  is crucial to delimitate their kinetics of dissemination. It is still under active discussion whether MetICs are  to  be  found  among  early  or  late  DgTCs.  The  two  main  theories  are  exposed  in  this chapter.  







et  al.,  2010)  (Campbell  et  al.,  2010).  The  authors  could  evaluate  the  time  between  the appearance  of  the  parental  clone  and  the  appearance  of  the  metastatic  clone  within  the primary tumor. Yachida and colleagues could conclude that in pancreatic cancer, metastatic clones  arise  rather  late  during  cancer  progression  (more  than  10  years  after  tumor initiation) and disseminate 5 to 6 years later from the primary tumor.  As  a  third  example,  in  breast  cancer,  metastasis  usually  occurs  in  an  orderly  fashion, affecting one organ after the other: this observation also favors a linear progression model: indeed if DgTCs would evolve in an independent and parallel manner in each target organ, we would not observe any pattern of metastatic development.           
The parallel progression model:  On  the other hand,  the parallel  progression model  proposes  that  there  is  an  independent and parallel accumulation of genetic and epigenetic alterations in the primary tumor and in the metastatic lesions (Figure 7). The seeding of the DgTCs is occurring in different sites in parallel  and  independent  niche‐related  adaptations  occur  in  each  site.  The  metastatic founder cells or MetICs can disseminate very early  in the disease,  long before the primary tumor is clinically detectable (< 1mm). Each MetIC develops and accumulates mutations in an independent and parallel fashion. For  instance,  breast  cancer  and  prostate  cancer  metastasis  might  become  manifest  only decades after the removal of even a small primary malignancy (Lee, 1985), (Johansson et al., 2004).  The  absence  of  immediate  clinical  relapse  implies  that  early  DgTCs  are  not  fully 







competent to overtake organs immediately after infiltration. A period of dormancy might be occurring,  during  which,  microenvironmental  cues  or  further  malignant  evolution  of  the cells, or both, might be necessary for overt metastases to develop. These arguments suggest a parallel progression model for these cancers. Also, already at early stages, DgTCs are very different from the primary tumor cells taken at the same time point (Klein et al., 2002) and they show much less genetic aberrations. This divergence  again  corroborates  the  fact  that  early DgTCs might not  be  yet  fully metastatic and might enter dormancy phases before being capable of colonizing secondary organs.   However, the presence of early dissemination might also be a simple indication of a primary tumor’s propensity to invade and spread “pre‐metastatic” cells, which might correlate with the primary tumor’s propensity to produce fully metastatic MetICs at later stages. Another important  argument  against  the  parallel  progression  model  is  the  fact  that  late  stage primary  tumors  and  their  corresponding  metastases  have  similar  genetic  aberrations (Ramaswamy et  al.,  2003):  if MetICs would evolve  in an  independent manner,  they might not  at  all  develop  the  same  traits  as  the  primary  tumor  cells.  Last  but  not  least,  for pancreatic  cancer,  two  recent  papers  refute  the  parallel  progression model,  showing  that metastatic clones disseminate late (Yachida et al., 2010) (Campbell et al., 2010).             







As  a  conclusion,  both  the parallel  and  the  linear  progression models might  be  applicable, according  to  the  type of  cancer.  Each  cancer might  indeed have  its  specific  dissemination kinetics.  Stronger  pieces  of  evidence  seem  to  argue  as  a whole  for  the  linear  progression model  rather  than  for  the  parallel  progression  model;  but  additional  data  should  be accumulated before making a clear statement. 














differentiated  cells,  which  re‐acquired  stemness  traits  like  in  multiple  myeloma,  derived from  B  lymphocytes  (Kyle  and  Rajkumar,  2008).  The  re‐acquisition  of  stem  cell characteristics is carried out via chromosomal re‐arrangements, epigenetic deregulations or mutations  that  lead  to  the  upregulation  of  “stemness  genes”  such  as NANOG  or OCT4,  as recently shown for lung cancer (Chen et al., 2008).  * Experimental definition: The only unequivocal proof for stemness of human CSCs remains the ability for a cancer cell to seed tumors in vivo as a xenograft in immuno‐deficient mice. A wide variety of such mice now  exist  on  the market;  also,  numerous ways  of  implanting  human  cancer  cells  in mice have been described. A recent paper demonstrated that such variability in functional assays could be misleading: depending on the mouse strain and on the xenograft model, different results can be obtained using the same starting material (Quintana et al., 2008). This paper points  out  the  difficulty  to  study  human  cells  in  general:  scientists  are  bound  to  use xenograft  models  for  any  in  vivo  functional  assay  and  xenograft  models  are  always,  by definition,  artificial.  However,  to  date,  there  is  no  other  ethically  acceptable  way  to functionally  study  human  cancers.  It  is  hence  crucial  to  keep  in  mind  that  the  results obtained by such models are to be thoroughly questioned and confronted to patient data in order to be proven valid. After discovering that neural stem cells, but not differentiated neurons can grow in vitro as spheres (Bez et al., 2003), several groups transposed this “sphere assay” to stem cells and CSCs. It is currently proposed that CSCs can also be distinguished from the other tumor cells by their ability to grow in vitro as spheres: for instance, mammospheres (Dontu et al., 2003) and intestinal spheres are described as tools to detect breast and intestinal CSCs (Sato et al., 2009),  (Fang  et  al.,  2010).  However,  the  validity  of  such  assays  for  the  discrimination  of CSCs from other tumor cells often remains to be formally shown. For the study of CSCs,  in 







breast cancer stem cells display a  lineagelow/CD44high/CD24low cells surface phenotype (Al‐Hajj  et  al.,  2003). The  receptor  for hyaluronate CD44 was  reported as enhancing motility, invasion and survival, while CD24’s role remains unclear (Keysar and Jimeno, 2010).  Some cell  surface markers  are  involved  in  several  cancers:  CD44  is  a  positive marker  for  both breast and prostate CSCs while Prominin‐1 or CD133 describes brain and pancreatic CSCs (Singh  et  al.,  2004).  Lgr5 was  recently  shown  to  be  a marker  for  both  physiological  and cancer  stem  cells  in  intestinal  cancer  (Barker  et  al.,  2009).  CD47  allowed  the  elegant identification of bladder CSCs (Chan et al., 2009), (Chan et al., 2010). Enzymatic activity can also allow the detection of CSCs: for instance, ALDH1 activity depicts breast CSCs (Ginestier et  al.,  2007).  The  capacity  to  evacuate  cytotoxic  drugs  like  Hoechst  by  ABC  transporters (side  populations)  is  also  commonly  used  as  a  CSC  detection  tool,  like  recently  shown  in small‐cell  lung  carcinoma  (Salcido  et  al.,  2010).  Eventually,  as  in  physiological  stem  cells, Label  Retaining  Cell  (LRC)  assays  allow  the  detection  of  CSCs,  taking  advantage  of  their capacity for quiescence, as shown very elegantly for breast cancer (Pece et al., 2010).   
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2.3 Disseminating tumor cells Carcinoma  Disseminating  Tumor  Cells  (DgTCs)  are  tumor  cells  that  evaded  from  the primary  neoplasm  and  disseminated  throughout  the  body.  They  are  detectable  in  non‐epithelial  compartments  (blood,  lymph  nodes  or  bone  marrow)  using  epithelial  specific markers  such  as  CYTOKERATINS  (CK)  or  carcinoma  associated  markers  such  as EPITHELIAL CELL ADHESION MOLECULE (EPCAM) (Braun and Pantel, 1999), (Pantel et al., 2009).  DgTCs  can  be  divided  in  three  different  groups  according  to  their  location  in  the body:  Circulating  Tumor  Cells  (CTCs)  are  found  in  the  blood,  Lymph  Node  Tumor  Cells (LNTCs) are located in the lymph nodes, and Disseminated Tumor Cells (DTCs) are detected in the Bone Marrow (BM) of carcinoma patients. Various clinical studies tend to show that the  presence  of  DgTCs  in  carcinoma  patients  correlates  with  the  probability  for  these patients to undergo metastasis or metastatic relapse. Different approaches were conducted for the analysis of each type of DgTCs; the most prominent results are depicted in the next paragraphs.  







approximatively 1 CTC/mL of blood and a purity of 0.1%. Its use has been FDA approved for metastatic breast, colon and prostate cancers.  Various non‐FDA approved techniques for the isolation of CTCs have also been established in parallel,  for various applications. Most methods use similar systems as the CellSearchTM system.  For  instance,  the  CTC­chip  microchip  is  a  recently  established  microfluidic platform, which consists of an array of anti‐EPCAM antibody –coated microposts (Nagrath et  al.,  2007).  Tumor  cells  are  identified  by  subsequent  CK/CD45/DAPI  staining,  as  in  the CellSearchTM system. However, the high detection rate (up to 100% positive M‐1 patients), the high yield (50 CTCs/mL of blood) and the sometimes‐low purity (between 1% and 80%) warrant  further  investigations  for  its  use  in  the  clinic. Along  the  lines  of  the CellSearchTM system, a new automated  immunomagnetic  separation  technology,  the MagSweeper,  also allows to positively enrich for EPCAM+ CTCs (Talasaz et al., 2009).  Also, the Laser scanning 
cytometry  Maintrac,  a  specialized  laser  scanning  cytometer,  sorting  EPCAM+  cells, combines  microfluidic  technologies  to  microscopy,  allowing  morphological  analysis  of single positive cells (Pachmann et al., 2008). However, the abnormally high detection rates of  the  system  warrant  further  investigations  for  its  use  in  the  clinic.  Similarly,  the 
Ikonoscope  and  the  Ariol  systems  are  slide‐based  automated  scanning  microscopes using EPCAM as  a positive marker. They allow  subsequent  immunocytochemical  analyses (Ntouroupi  et  al.,  2008).    Some  other  technologies  are  based  on  size,  like  ISET,  which utilizes membrane  filters  to  isolate  CTCs  from  smaller  haematopoietic  cells  (Wong  et  al., 2006).  However,  the  size‐range  of  different  tumor  cells  is  highly  variable  and  sometimes overlap with  that  of  normal  blood  cells.  It  was  also  recently  proposed  that  based  on  the supposed  invasive  properties  of  CTCs,  the  tumor  cells  can  be  isolated  using  a  Collagen 




















Figure 9. CTC Kaplan­Meyer curves  of A. breast metastatic patients  (Gradilone et al., 2011) and B. prostate metastatic patients (de Bono et al., 2008) according to their CTC status. CTC‐ patients have less than 5 CTCs per 7.5 mL  of  blood,  while  CTC+  patients  have  5  or more  than  5  CTCs  per  7.5 mL  of  blood.  CTC+  patients  have drastically reduced survival probabilities.   










Clinical significance of LNTCs: The  2003  edition  of  the  Tumor‐Node‐Metastasis  (TNM)  classification  uses  2.0 mm as  the cutoff  between  micro‐  and  macrometastases  and  0.2  mm  as  the  cutoff  for  ITCs.  In  daily practice, 12% patients with operable breast cancer have micrometastases or  ITCs  in  their SLN  (van  Rijk  et  al.,  2006).  However,  the  identification  rate  of  ITC  or  micrometastases depends on the employed protocol (CK immunostaining, Reverse‐Transcriptase Polymerase Chain  Reaction  or  RT‐PCR,  etc…)  and  may  vary  substantially.  More  importantly,  the prognostic significance of micrometastases and ITCs is uncertain. For instance, in colorectal cancer,  it  was  recently  concluded  that  the  presence  of  LNTCs  does  not  correlate  with  a decreased  survival  of  T1‐T4, N0, M0  stage  patients  (Uribarrena‐Amezaga  et  al.,  2010).  In gastrointestinal cancer, a few groups found a prognostic relevance for ITCs (Matsuda et al., 2004) but this was denied in a more recent paper (Fukagawa et al., 2009). For breast and prostate carcinomas, no decisive paper suggests a prognostic  role  for LN micrometastasis and clinicians stay doubtful (Rutgers, 2008).  








































between  the  primary  tumor  and  DgTCs,  or  between  different  types  of  DgTCs,  suggesting different  origins  and/or  clinical  relevance  of  each  (Riethdorf  et  al.,  2010),  (Fehm  et  al., 2009).  Moreover,  the  detection  of  HER2‐amplified  CTCs  correlates  significantly  with disease‐free  and  overall  survival  (Wulfing  et  al.,  2006).  In  a  multicenter  trial (GUEPARQuattro),  HER2  overexpression  in  CTCs  was  found  exclusively  in  ductal carcinomas and was associated with high tumor grade (Riethdorf et al., 2010).  Furthermore, EMMPRIN expression enhances ECM degradation via the induced expression of MMP1, 2 and 3. Its expression by 90% of DTCs in the BM (Reimers et al., 2004) confirms that these DgTCs already acquired invasive properties. Another characteristic of DTCs is the deficient expression of MAJOR HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX (MHC) CLASS I molecules (Pantel  and  Brakenhoff,  2004),  which  participates  in  T‐lymphocyte‐mediated  tumor  cell recognition. This might explain how DTCs can avoid recognition by the immune system for decades.             
 More  recently,  TWIST1,  an  important  transcription  factor  of  the  EMT,  was  identified  on DTCs;  its expression by M0 breast‐DTCs seems to correlate with the occurrence of distant metastasis and local progression, even in pre‐treatment BM samples (Watson et al., 2007). 







This  finding  hints  that  DTCs  might  have  undergone  EMT.  Also,  the  full‐length  CK19  is surprisingly secreted by DTCs of breast  cancer patients, as  found with  the EPISPOT assay (Alix‐Panabieres et al., 2009).   Genomic characterization of DgTCs: Thanks  to  the development of  single  cell  amplification methods,  genetic  analyses of DTCs have  become  feasible.  Most  data  are  based  on  metaphase  comparative  genomic hybridization  (CGH),  which  enables  to  screen  the  whole  genome  for  chromosomal  copy number  gains  and  losses.  It  was  shown  by  the  group  of  Christoph  Klein,  that  in  breast, prostate and oesophageal cancers, DTCs generally display fewer genetic abnormalities than matched  primary  tumours:  while  primary  tumours  often  accumulate  chromosomal  gains and losses typical for the respective type of tumour, DTCs displaying these typical changes are mostly undetectable at the time of primary surgery (Schardt et al., 2005), (Stoecklein et al., 2008), (Weckermann et al., 2009)  . Later, when manifest metastasis  is diagnosed, such changes are  found  in almost all DTCs  isolated at  this stage. Comparative analysis with  the primary  tumour  has  revealed  that  these  changes were  not  transmitted  from  the  primary tumour to the manifest metastasis but must have been acquired independently, supporting the  idea of a parallel progression model  for metastasis (see chapter 2.2.1) (Stoecklein and Klein, 2009).   However,  these  first  phenotypic  and  genomic  results  still  need  to  be  confirmed  by  other groups.  





















chapter  2.1.3).  CD26 was  also  recently  incriminated  in  colorectal metastasis  (see  chapter 2.2.2). After entering the bone marrow, HSCs specifically lodge in the HSC niche, a process requiring  membrane‐bound  STEM  CELL  FACTOR  (SCF),  CXCL12,  OSTEOPONTIN  (OPN), HYALURONIC  ACID,  and  their  corresponding  receptors  (Wilson  and  Trumpp,  2006).  The CXCL12‐CXCR4 axis, CD44, and OPN are also  involved  in  the  lodging of metastatic  cells  in the metastatic niche (see chapter 2.1.3).         
Moreover, the bone marrow sinusoids form low‐pressure vascular channels surrounded by a  single  layer  of  fenestrated  endothelium  and  represent  a  very  permissive  barrier  for circulating  cells,  such  as  carcinoma  CTCs.  DgTCs  can  thus  easily  penetrate  the  BM compartment.  In  addition,  important  findings  show  that,  in  haematological  malignancies, leukemic cells engraft  in the BM, and that a close relationship between  leukemic cells and the  HSC  niches  is  established:  an  elegant  in  vivo  confocal  imaging  study  reported  that circulating  leukemic  cells  engraft  in  the  BM  via  specialized  vascular  structures,  also sheltering  HSCs.  These  specific  vascular  micro‐domains  express  CXCL12  and  the engraftment of  the tumor cells  in  the vascular niche can be prevented by the  inhibition of the  interaction of CXCL12 with  its  receptor CXCR4 (Sipkins et al., 2005). More  recently,  it was  shown  that  leukemic  cells  usurp  HSC  BM  niches,  disrupting  the  behavior  of  normal HSCs (Colmone et al., 2008). Last  but  not  least,  BM  derived  progenitors  (BMDCs)  have  been  implicated  in  the establishment of the pre‐metastatic niche in distant organs (see chapter 2.1.3) (Psaila et al., 











































4.1 Establishment of a novel metastatic xenograft model In order to study the metastatic potential of Disseminating Tumor Cells (DgTCs), it is first of all  necessary  to  have  in  hand  an  appropriate metastatic  in  vivo model:  in  particular,  the choice of the injection site in the recipient mice (or “soil”) as well as the detectability of the injected cells (or “seeds”) have to be optimal.  







In addition, the detection of rare cells in vivo requires the use of very sensitive tools. In the last decades, in parallel to the fluorescence‐based techniques, bioluminescence technologies developed enormously, establishing new  in vivo detection instruments. The most sensitive one,  the  Xenogen  device  (IVIS®  200  series,  Caliper)  allows  the  detection  of  only  a  few thousand  cells  expressing  the  FIREFLY  LUCIFERASE  (LUC)  reporter  gene,  in  anesthetized mice  (Sweeney et al., 1999),  (Lim et al., 2009). On  the other hand, bioluminescence  is not detectable by Fluoresence Activated Cell Sorting (FACS): fluorescent reporter genes such as 
ENHANCED GREEN FLUORESCENT PROTEIN  (EGFP)  remain  the main  tools  for ex  vivo  cell analysis (Patterson et al., 1997). Therefore, both LUC and EGFP reporter genes were used in the xenograft assay. 
4.1.2 A novel intra‐bone metastatic xenograft model  For the functional analysis of DgTCs, a metastatic xenograft assay was established, in which DgTCs were  directly  injected  into  the BM of  host mice  (Figure  13):  LUC‐EGFP‐expressing human tumor cells were transplanted into the BM of immuno‐compromised mice via intra‐femoral injections. The engraftment and the expansion of the tumor cells was quantified in a non‐invasive manner  using  the  Xenogen  imaging  system  ((IVIS®  200  series,  Caliper)  and Computed Tomography (CT‐scan). The human origin of the tumors was assessed by human specific DNA detection methods. After  tumor cell  isolation, molecular analysis was  further carried out using FACS.          
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Figure  16.  CT­scan  radiographies  of  the  right  femurs  of  NOD/SCID  mice A.  1  week  and B.  C.  7  weeks  (2 experimental mice  shown)  after  the  intra‐bone  injection  of  5.104 MDA‐MB‐231  cells  per  leg.  The  red  arrows point the osteolytic lesions, typical of breast cancer bone metastasis. 
 










Presence of DgTCs: To  test  whether  Disseminating  Tumor  Cells  (DgTCs)  were  also  present  in  the  novel metastatic xenograft model, a screen for Circulating Tumor Cells (CTCs) was carried out.   Blood was  drawn  from  the  heart  of  host mice,  from week  0  (time  of  the  xenograft)  until week  7  (fully  metastasized  state).  MDA‐MB‐231  LUC‐EGFP  CTCs  were  detected  using fluorescence  microscopy  or  FACS.  Some  tumor  cells  were  observed  1  hour  after  the xenograft, probably due to  the  injection  in  the BM:  the  introduction of a needle  inside the bone marrow, might lead to partial disruption of the vasculature and to subsequent leakage into the circulation. Alternatively, the very permissive marrow sinusoids might themselves enable  tumor  cell dissemination at  the  time of  the  injection. Cell  line CTCs were however not  detected  after  this  time‐point  until  week  4,  suggesting  that  the  physical  shedding  is happening only during the first hours after the injection. Variable but growing numbers of CTCs were detectable after week 4 (Figure 19 A.).  The number of detected CTCs did not correlate with the tumor load, as reflected by the total bioluminescence quantified in the host mice (Figure 19 B.). This is in agreement with what has been reported in cancer patients (Muller et al., 2005).    
 
        








4.1.4 Validation of the novel metastatic xenograft model using primary samples  Human tumor cell lines are derived from primary samples but may have genetically drifted, due to excessive in vitro and/or in vivo passaging. Therefore, a crucial verification needs to be  done  before  validating  the  intra‐bone  metastatic  xenograft  model:  can  fresh  primary samples, known to be tumorigenic, also grow in this system?   The  group  of  Michael  Clarke  demonstrated  that  pleural  effusions  are  a  good  source  for breast  cancer  stem  cells,  as  they  are  tumorigenic when  implanted  into  the mammary  fat pads  of  immuno‐compromised  mice  (Al‐Hajj  et  al.,  2003).  Using  pleural  effusions  from breast  cancer  patients,  the  intra‐bone  xenograft  model  also  allowed  tumorigenesis,  as shown  by  CT‐scan  and  by  immuno‐histochemistry  (Figure  20).    The  human  origin  of  the tumors growing in the bone marrow was further validated by human specific quantitative PCR (see chapter 6, Materials § Methods). However,  the  xeno‐transplanted mice  did  not  develop  tumors  at  other  sites  than  the BM. This  last point might be explained by  the  fact  that  tumor cells  in pleural effusions are not fully metastatic:  pleural  effusion  cells  are  passively  exuded  by  small  blood  and/or  lymph vessels  in  the pleural  lining and have  therefore not been confronted with the  last steps of the metastatic cascade (extravasatiom, seeding and colonization of a new environment).    


















4.2 Characterization of the bone marrow metastatic niche  Recent  studies  from  the  group of David  Lyden uncovered  the  existence  of metastatic  and pre‐metastatic  niches  (see  chapter  2.1.3).  Notably,  bone  marrow‐derived  precursor  cells play a pivotal  role  in  the establishment of  the pre‐metastatic niche, preparing  the  foreign “soil” to shelter and feed metastatic cells (Psaila and Lyden, 2009). The bone marrow (BM) thus gathers precursor cells that are known to be involved in early metastasis initiation and could therefore constitute a good niche for carcinoma MetICs. 
4.2.1 Localization of the bone marrow metastatic niche  In order to investigate the localization of a potential BM metastatic niche for human breast cancer  cells,  5.104  MDA‐MB‐231  EGFP+  cells/femur  were  injected  intra‐bone  into NOD/SCID  mice.  EGFP+  cancer  cells  were  then  visualized  on  cryo‐sections  of  femurs,  at different time points after the injection, by fluorescence microscopy (Figure 21).  The  sections  revealed  single  disseminated  tumor  cells  1  day  after  the  xenograft,  micro‐metastases one week later and whole tumor masses 2 weeks after the injection (Figure 21). Long  bones  can  be  divided  into  two  distinct  zones  (Figure  21):  the  cortical  zone (intermediate  area)  and  the  trabecular  zone  (the extremities of  the bone). The  cavities  in the trabecular bone are known to shelter hematopoietic stem cells (HSCs), in the endosteal niche  (Wilson  and  Trumpp,  2006)  (see  chapter  2.4).  Very  interestingly, most  tumor  cells were  also  found  to  engraft  in  the  trabecular  zone, which  is  in  agreement with  published data (Phadke et al., 2006). This was also observed on CT‐scans (Figures 16 and 17).  








4.2.2 Bone marrow MetICs are usurping the Haematopoietic Stem Cell niche  In order to test whether BM MetICs are using the same niche as HSCs in the BM, competitive BM  reconstitutions  were  carried  out  (Figure  22  A.).  Metastatic  MDA‐MB‐231  and  non‐metastatic MCF7 breast cancer cell  lines as well as MCF10A normal breast cells were used to  compete  with  CD45.2  HSCs  for  the  engraftment  in  the  BM  niche  of  irradiated  CD45.1 immuno‐compromised  mice.  Metastatic  cells  only  were  able  to  significantly  affect  HSC numbers in the BM (Figure 22 B.). 























(Figure 24 E.). When looking at BM sections (Figure 24 G.) of non‐irradiated control, sham control and estrogen‐treated mice, an increased presence of fat droplets in the BM shaft of estrogen‐treated  mice  was  observed.  The  bones  themselves  did  not  appear  to  be macroscopically affected by the treatment. 
 
















Since HSCs and metastatic breast tumor cells might use the same niches in the BM, similar molecular  cues  might  regulate  the  engraftment  of  both  types  of  cells  into  these  niches. Circulating  leukemic cells and HSCs are known  to engraft  in  the BM via  the  interaction of CXCL12 (or SDF1) with its receptor CXCR4 (Sipkins et al., 2005). It was therefore ivestigated whether the CXCR4‐SDF1 axis also plays a role in breast cancer cell engraftment in the BM. 












Figure  26.  Bone  tumor  growth  is  inhibited  by  AMD3100  pre­treatment.  Pre‐treatment  with  AMD3100  (PRE‐TREATMENT)  significantly  inhibits  bone  tumor  growth,  but  not  lung  metastasis  growth  compared  to  PBS  treated  mice (CONTROL). Tumor growth curves in A. the hind limb bones and B. the lungs of NOD/SCID mice injected intra‐bone with 5.104 MDA‐MB‐231 LUC+ cells per femur. 







Since  preliminary  results  were  obtained  suggesting  that  BM  MetICs  might  use  the  same niche as HSCs, CXCR4 inhibition might have a similar mobilizing effect on bone MetICs as it has on HSCs. While HSCs are mobilized only temporarily and are then able to home back to the  BM  niche  (Broxmeyer  et  al.,  2005),  AMD3100  continuous  treatment  might  help  to durably prevent the engraftment of tumor cells in the bone metastatic niche. Importantly, it seems  that  AMD3100  treatment  did  not  enhance  the  growth  of  metastases  at  other locations, for instance in the lungs (Figure 23 B.).  

























4.3 Model suitability for the study of rare Disseminating Tumor Cells  In order  to  test  the metastatic potential of DgTCs, a novel  intra‐bone xenograft metastatic model  was  set  up  (see  chapter  4.1).  In  addition,  the  enrichment,  the  recovery  and  the detection  levels  of  DgTCs were  optimized  in  order  to  improve  the  handling  of  such  rare cells.  







over a density medium such as Ficoll‐Paque™, the unwanted cells pellet along with the red blood  cells,  leaving  the  desired  cells  untouched.  The  RosetteSep®  protocol  includes  an antibody  cocktail  composed  of  anti‐CD2,  CD16,  CD19,  CD36,  CD38,  CD45,  CD66b  and glycophorin A antibodies, thus targeting all differenciated blood cells, including platelets.             









Different amounts of MDA‐MB‐231 EGFP+ cells were spiked  in human blood samples and EGFP+ cells were counted after enrichment using either the RosetteSep® protocol (StemCell Technologies),  the  “autoMACS whole  blood”  protocol  or  the  “autoMACS +  Ficoll”  protocol (Miltenyi)  (Figure 30). The RosetteSep® protocol provided  the best recovery rate  (around 70%), according to our study, especially when low numbers of tumor cells were introduced, which  corresponds  to  real  ranges  of  patient  DgTC  numbers  (see  chapter  2.3).  A  similar recovery rate (70%) was also observed when spiking MDA‐MB‐231 EGFP+ cells  in human BM, using the RosetteSep® protocol (not shown).         
 The  recovery  rate  of  primary  human  CTCs  from  a  breast  cancer  patient  sample was  also evaluated,  using  the  RosetteSep®  protocol.  The  number  of  Propidium  Iodide  PI‐/CD45‐/EPCAM+  defined  live  CTCs  detected  by  FACS  after  RosetteSep®  was  compared  to  the numbers  of  intact  looking  CTCs  counted  with  the  FDA‐approved  CellSearch™  device  (see chapter  2.3):  the  numbers  were  identical,  indicating  that  both  protocols  have  similar recovery rates.  It  is estimated that the CellSearch™ device enables a 70‐80% recovery rate (Riethdorf  et  al.,  2007).  This  rate  also  corresponds  to  the  one  evaluated  by  my  spike‐in experiments (see above).   









  It was also observed that the use of glass syringes was much more efficient than the use of plastic  syringes  for  the  injection  of  the  enriched  tumor  cells  in  the mice.  Indeed,  around 50% of tumor cells were  lost  in plastic syringes while only 30 to 20% were lost  in a glass syringe. However, due to needle size restrictions linked to the small size of murine femurs, plastic syringes were mostly used during the studies depicted in chapters 4.4 and 4.5.   As  a  conclusion,  the RosetteSep® protocol was  selected  to  enrich  live DgTCs  from patient samples,  since  it  provides  the  best  recovery  rate  compared  to  the  other  exiting methods. The enrichment  is evaluated around 130%. The  total  recovery rate (without  the  lentiviral infection  step)  is  evaluated  around  35%  (50%  of  70%)  from  the  moment  the  sample  is taken from the patient until the cells are injected in the recipient mice.    








‐/‐ mice  A  second  decisive  choice  is  the  one  of  the  recipient  mouse  strain.  Several  immuno‐compromised  strains have been developed during  the past years. The  two most  immuno‐compromised strains (NOD/SCID and NOD/SCID/γc‐/‐ mice) were studied and compared for their suitability for the DgTC functional xenograft assay.  Nonobese  diabetic  severe  combined  immunodeficiency  disease  (NOD/SCID)  mice  are homozygous  for  the  severe  combined  immunodeficiency  (SCID)  mutation.  They  are characterized by an absence of functional T cells and B cells, a general  lymphopenia, but a normal  hematopoietic  microenvironment.  On  the  other  hand,  NOD/SCID/γc‐/‐  are  double homozygous  for  the  severe  combined  immunodeficiency  (SCID)  mutation  and  the  allelic mutation of the common gamma chain (γc‐/‐) of the interleukin‐2 receptor (IL‐2R) (Yahata et al., 2002). These mice are functionally incompetent for B, T and NK cells, and are deficient in cytokine  signaling.  They  are  therefore  devoid  of  adaptive  immune  response,  while NOD/SCID mice still have some functional NK cells.   In  order  to  determine  which  of  the  NOD/SCID  or  NOD/SCID/γc‐/‐  mice  would  be  better recipients  for  the  xenograft  assay,  tumor  growth  rates  of  5.104  MDA‐MB‐231  LUC+  cells injected  intra‐bone were compared between  the 2 mouse strains. Tumor cells grew much faster  in  NOD/SCID/γc‐/‐  than  in  standard  NOD/SCID  mice  (Figure  32),  suggesting  that NOD/SCID/γc‐/‐ mice are more permissive recipients for human tumor cells than NOD/SCID mice.  This  result  also  suggests  that  NOD/SCID  resident  NK  cells  have  a worse  impact  on tumor cells engraftment than the cytokine signaling deficiency observed in NOD/SCID/γc‐/‐ mice.         
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In addition, NOD/SCID mice have a very limited lifespan since they often die of lymphomas at  around  6  to  8  months  of  age  (http://jaxmice.jax.org/strain/001303.html).  On  the contrary,  NOD/SCID/γc‐/‐  mice  can  live  for  more  than  a  year  without  detectable  disease (http://jaxmice.jax.org/strain/005557.html).  It  is suspected that DgTCs have the ability  to stay quiescent for very long periods of time. In case such dormant cells are transplanted, the length of  the assay  should be extended as much as possible,  in order  to have a  chance  to detect them when they develop into metastases.   Showing  an  increased permissivity  for human  cancer  cell  growth  and  a  superior  lifespan, NOD/SCID/γc‐/‐ mice were therefore selected over NOD/SCID mice as the recipient strain for the DgTC functional xenograft assay. 
 







4.3.4 Detection limit of the xenograft assay using the Xenogen system  In  the  scheme  of  the  novel  xenograft  assay,  the  potential  growth  of DgTCs  in  the mice  is assessed using the Xenogen system (IVIS® 200 series, Caliper), which detects LUC+ tumor cells (see figure 13). It is therefore important to measure the detection limit of the system. Since  it  is  impossible  to  predict  the  level  of  LUC  expression  obtainable  in  DgTCs,  the detection limit of the system was evaluated using the MDA‐MB‐231 LUC+ cells. The  global  bioluminescent  signal  of  NOD/SCID/γc‐/‐ mice was measured  10 minutes  after intra‐bone  injections  of  5.104 MDA‐MB‐231  LUC+  cells  per  femur  (experimental mice)  or PBS (negative control mice). The mean global background bioluminescence was evaluated by measuring  the signal produced by negative control mice. Provided  that  the 1.105 LUC+ tumor  cells  injected  are  all  still  alive  10  minutes  after  the  injection,  the  global bioluminescence corresponding to 1.105 MDA‐MB‐231 LUC+ cells can be calculated. In these experimental  conditions,  the detection  limit  of  the  xenograft  assay was  estimated  around 8000 cells (Table 1).  
 






















4.4 Functional study of cell line Disseminating Tumor Cells  The MDA‐MB‐231  cell  line‐based metastasis model was  first  used  to  analyze DgTCs,  as  it provides a more controllable tool than the direct study of primary samples from patients.  








  In order  to  test  the  clonogenic  capacity of  cell  line CTCs, MDA‐MB‐231 LUC+ CTCs  (MDA‐CTCs) and parental MDA‐MB‐231 LUC+ cells were sorted as single cells in 96 well plates, by flow cytometry (Figure 34 A.). Fewer clones grew out of single MDA‐CTCs than from single parental MDA cells. Furthermore, the size of the clones was in general smaller than in those observed  in  the  parental  plate  (Figure  34  A.).  Overall,  MDA‐CTCs  had  a  3‐fold  lower clonogenic capacity than their parents, as quantified by bioluminescence (Figure 34 B.).     
Figure 33.  In vitro growth of MDA­CTCs. MDA‐MB‐231 CTCs could be purified  from the peripheral blood of metastatic xenografted mice and grown in standard culture medium. Single CTCs were retrieved by differential adherence; they grew into clones of heterogeneous phenotypes. 
 








Mammosphere (or spheroid) forming capacities of MDA‐CTCs and MDA parental cells were also compared (Dontu et al., 2003). 105 MDA‐CTCs and 105 MDA parental cells were sorted in  parallel  into mammosphere medium  (see  chapter  7, Material  § Methods),  (Figure  35). The sphere forming capacity of CTCs was found to be around 3‐fold lower than those of the parental  cells,  4  weeks  after  seeding.  This  result  fits  with  the  3‐fold  reduced  clonogenic capacity of CTCs depicted above.         
 
4.4.2 Circulating Tumor Cells are poorly tumorigenic and metastatic in vivo  Sorted MDA‐CTCs and sorted parental CTCs were injected either into the mammary fat pads or  in  the  BM  of  host  mice.  Their  respective  growths  were monitored  using  the  Xenogen system (IVIS® 200 series, Caliper). Compared  to  parental  MDA  cells,  MDA‐CTCs  demonstrated  reduced  growth  in  the mammary  fat  pads  (Figure  36  A.)  and  in  the  BM  (Figure  36  B.)  of  recipient  mice.  They formed  tumors  that were  on  average  10‐fold  smaller  (Figure  36 D.).  Also,  they  tended  to induce  fewer metastases  (Figure 36 C.).  Interestingly, MDA‐CTCs were  found  to  induce an increased release of CTCs in recipient mice compared to parental cells (Figure 36 C.).  Overall,  MDA‐CTCs  were  found  to  be  less  tumorigenic  and  less  capable  of  inducing metastases than MDA parental cells. 








4.4.3 A high proportion of Circulating Tumor Cells is quiescent  The  cell  cycle  status  of  MDA‐CTCs  was  subsequently  analyzed  by  FACS.  A  variable  but important  proportion  of  quiescent  cells  (Ki67‐)  was  observed  (Figure  37  A.).  This  is  in agreement  with  the  data  published  on  patient  CTCs,  where  a  variable  but  consistent proportion  of  CTCs  has  been  described  as  Ki67‐,  by  immunocytochemistry  (Muller  et  al., 2005), (Stott et al., 2010).  Overall, CTCs were found to be much less in cycle than parental cells and than cells isolated from metastases growing in the host mice (Figure 37 B.).     
Figure 36. Tumorigenicity of MDA­CTCs. A. Parental or CTC MDA‐MB‐231 cells were injected in the mammary fat pad of NOD/SCID mice. B.  Parental or CTC MDA‐MB‐231 cells were injected in the femurs of NOD/SCID mice. 













4.4.4 Circulating Tumor Cells are very heterogeneous  In  order  to  screen  for  differentially  expressed  markers  in  CTCs  versus  other  tumor populations,  a  FACS  gating  strategy  was  set  up  to  study  live  CTCs  within  the  blood  of recipient mice. The FACS plots shown  later  in  the manuscript are all gated on single cells, HLA‐ABC  positive  (Human  Leukocye  Antigen  corresponding  to  MHC  (Major Histocompatibility Complex) class I, which is expressed by all human cells) or EGFP positive (in  case  of MDA‐MB‐231 EGFP+)  cells,  as well  as  Propidium  Iodide  (PI)  negative  cells,  to look  at  live  human  CTCs  only  (Figure  38).  On  average,  98%  of  MDA‐CTCs  were  non‐apoptatoic (PI negative). So the difference in clonogenicity between CTCs and parental cells should not arise from a difference in cell survival.  

















Figure 39. EPCAM status in MDA­CTCs. Most of MDA‐CTCs were found to be EPCAM positive, as the MDA‐MB‐231 parental  cells.  The  expression of  CD44  seemed  to  vary  a  bit, more  cells  displaying  a  lower  expression of CD44 in MDA‐CTCs than in the parental cell line.  Overall,  a  strong  variability  in  cell  surface  protein  expression was  detected.  In  looking  at differentially  expressed  markers,  CD26,  a  pleiotropic  enzyme  recently  discovered  as  a marker  for  colon metastasizing  cancer  stem  cells  (Pang et al., 2010), was  expressed  in  a low fraction of MDA‐CTCs (4%), in metastases (5.4%), but not in parental cells (Figure 40).              


















Moreover, CD47, which was  recently discovered as a major player  in  tumor cell  shielding from macrophage scavenging during dissemination (Chan et al., 2009), (Chan et al., 2010), was  also  found  to  have  a  variable  expression  level  in MDA‐CTCs. While  parental  cells  all expressed  CD47,  18%  to  96%  of  CTCs  expressed  the molecule,  depending  on  the mouse (Figure 43). 
 


























CTC  counts  were  not  yet  available  at  the  time  of  the  samples’  arrival  to  the  laboratory. Therefore,  all  samples  were  “blindly”  transplanted  in  mice  using  the  newly  established intra‐bone xenograft model (see chapter 4.1 and 4.3), in order to detect potential MetICs.  
 








* CLINICAL STUDY #3 (BREAST CANCER): The third study started in January 2010, in collaboration with Prof. Dr. Schneeweiss and Dr. Wallwiener from the Heidelberg Frauenklinik and is still on going. Fresh phlebotomies are directly brought to the laboratory and sent to Hamburg to Prof. Dr. Pantel and Dr. Riethdorf for CellsearchTM analysis. Only patients showing more than 50 CTCs per 7.5 mL of blood are called again shortly after the first screen: 40 mL of blood (containing CTCs) as well as 30 mL of  BM  (potentially  containing  DTCs)  are  then  collected  for  the  DgTC  functional  analysis (Figure 47). So far, blood samples from 155 breast cancer patients were received, all of metastatic stage (see Table 4, chapter 7.1). 70.27% of the patient cohort (104 patients) had between 0 and 4 CTCs, 20.95% (31 patients) between 5 and 50 CTCs, 4.05% (6 patients) had between 51 and a 100 CTCs, 3.38% (5 patients) displayed between a 101 and 500 CTCs and only 2 patients (1.35%) had more than 500 CTCs per 7.5 mL of blood (Figure 48).  8.78% (13 patients) had more than 50 CTCs per 7.5 mL of blood and were subsequently analyzed with the functional intra‐bone xenograft assay.  
 








 CellsearchTM  counts were  performed  by Dr.  Sabine  Riethdorf  in Hamburg.  A  recent  study revealed the presence of many different types of EPCAM+/CK+/CD45‐ elements (Coumans et al., 2010).  It was therefore decided to distinguish full  intact CTCs from enucleated‐looking CTCs and from apoptotic CTCs when analyzing the CellsearchTM results (Figure 49).               
Figure 48. Percentage of patients and intact CTC numbers, Clinical Study #3. CTCs were detected using the CellSearchTM  system  (Dr.  Sabine  Riethdorf).  Almost  9%  of  the  patients were  included  in  the  functional  assay (patients with more than 50 CTCs per 7.5 mL of blood). 







The  reproducibility  of  such  measurements  was  tested  by  analysis  of  blood  sample duplicates. The results shown in Figure 50 suggest that the measurements are highly stable. 
 







Disseminated  Tumor  Cells  (DTCs)  were  also  detected  on  BM  cytospins  as  CK+ (CYTOKERATIN) / CD45‐ cells  (Figure 51). As  in  the case of CTCs, DTCs were  found to be quite  heretogeneous:  some  cells  appeared  as  clusters  (patient  4,  Figure  51),  or,  in  other cases,  DTCs  appeared  as  isolated  single  cells  (patient  12,  Figure  51).  Sometimes,  DTCs appeared as degraded cells (patient 9, Figure 51). 
 








4.5.2 In vitro culture optimization for Disseminating Tumor Cell amplification  In order  to amplify  rare CTCs and DTCs,  in vitro cultures were carried out. Blood and BM RosetteSep®‐depleted samples (see list Table 5, Chapter 7.3) were seeded in culture dishes, using different growth conditions (see chapter 6, Materials § Methods).  
 Out of BM, some cells expanded (Figure 52 A. and B.). These cells were detected as EPCAM‐/CD47‐/CD44+/CD26+  cells  by  flow  cytometry  analyses  (Figure  52  C.  and  D.).  Because  of their lack of EPCAM expression, these cultures were probably not consisting of cancer cells but  rather of mesenchymal  cells  initially present  in  the BM of patients.  In  any  case,  these cultured cells were also injected in mice in order to assess their tumorigenic capacity. The mice are currently being monitored. 
 























CLINICAL STUDY #2: All samples were injected in one or several recipient male mice. The mice were analyzed at around 1 year of  age. Out of  a  control  group of 20 non‐injected male mice, 2 mice  (10%) developed tumors. In the cohort of 54 mice injected with cells retrieved from the blood of prostate cancer patients, 23 mice (43%) developed tumors. Unfortunately, the frequency of tumors  could  not  be  related  to  the  number  of  CTCs  in  the  samples  because  the  samples were not analyzed for their CTC content. The tumors developed mostly  in the  liver; a  few developed  in the  lungs. These organs are frequent  sites of metastasis  in prostate  cancer  (Paget,  1889). However,  like  in  STUDY #1, qPCR analyses revealed that all tumors were of murine origin.  The  increased  growth  of murine  tumors  in  both  studies  is  puzzling.  Current  experiments aim to investigate whether these murine tumors might be induced by viral means. Indeed, several  publications  describe  the  existence  of  breast  and  prostate  tumor  specific  viruses, which might be involved in tumor progression (Bindra et al., 2007), (Silverman et al., 2010). This point will be further discussed in Chapter 5.    





















































dormant longer than 1 year, this exceeds the lifetime of an immuno‐compromised mouse. In particular  for  breast  and prostate  cancers, metastatic  relapse  can occur decades  after  the primary tumor growth. Also, if MetICs are activated by the establishment of a pre‐metastatic niche  under  the  control  of  the  primary  tumor,  the  established  xenograft model  does  not provide  these  conditions  either.  Therefore,  experiments  are  underway  to  establish  a  new xenograft model  using  patients’  primary  tumors,  with  the  idea  of  re‐creating  a  complete metastatic model: from primary tumor growth to metastasis formation.   In  conclusion,  improving  the  established  xenotrasnplant  model,  such  as  inclusion  of  the primary tumor, will hopefully allow detecting the speculated presence of MetICs. This task might be very challenging since the frequency of these cells might be extremely low within the DgTCs.  In  addition,  if  these  patient MetICs  are  dormant,  one may  consider  improving their xenotransplantation, by identifying means that could activate them.  







hypothesis, a high increase of tumor occurrence was detected in mice that received samples containing initially 5 and more CTCs per sample (Clinical Study #1, Figure 54).  An alternative explanation would be that tumorigenesis of the host mice is induced by pre‐metastatic  cells  residing  specifically  in  CTC‐positive  samples.  BM  derived  precursor  cells might have been injected along with the enriched CTCs and these cells might have started to build pre‐metastatic niches in the peripheral organs of the host mice, thus promoting tumor development in the host mice. Indeed, some studies describe increased pre‐metastatic niche cell  dissemination  through  blood,  depending  on  the  tumor  stage  and  on  the  metastatic burden (Naik et al., 2008), (Diaz‐Montero et al., 2009). However, this hypothesis is difficult to prove since no human cell was found in/in the vicinity of the murine tumors by histology or by qPCR.  Eventually,  a  third  explanation  would  be  that  CTC‐positive  samples  were  more immunogenic  and  therefore  introduced  a  strong  inflammatory  state  in  the  recipient mice compared  to  the  other  mice.  It  is  indeed  known  that  inflammatory  states  induce carcinogenesis  (Scrivo  et  al.,  2011). Moreover,  granulomas were detected  in  the  recipient mice (see chapter 7.5, Figure 58), sign of active immune reactions present in the lungs and livers  of  the  host  animals.  However,  the mechanism  by which  the  immunogenicity  of  the samples  would  be  increased  in  CTC‐containing  blood  samples  still  remains  to  be investigated. 




























On  the whole,  only  a  small  fraction  of  these  highly  heterogeneous  CTCs might  be  able  to initiate metastasis: functional characterizations of each separate CTC subpopulation remain mandatory for the detection of MetICs within quiescent or activated CTCs/within quiescent or activated circulating CSCs. 
























































CELL LINES AND CELL CULTURE METHODS: MDA‐MB‐231  and  MCF7  cells  were  maintained  in  DMEM  GLUTAMAX  (GIBCO) supplemented with 10% FCS, 2mM L‐Glutamin and Penicilin/Streptomycin (PS) 200U/mL (GIBCO). In addition, 10ng/mL insulin (Sigma) were added for the culture of MCF7.  MCF10a  cells  were  maintained  in  DMEM  F‐12  medium  (GIBCO)  supplemented  with  5% horse  serum  (SIGMA),  EGF  20ng/mL  (Invitrogen),  hydrocortisone  50ng/mL  (Sigma), choleratoxin 100ng/mL (Sigma),  insulin 8μg/mL (Sigma) and Penicilin/Streptomycin  (PS) 200 U/mL (GIBCO). Mammosphere or  spheroid assays were performed  in Ultra Low Attachment  (ULA) plates (Corning),  using  a  “mammosphere  medium”:  DMEM  F‐12  medium,  with  EGF  20ng/mL (Invitrogen), bFGF 20ng/mL (Invitrogen), B27 1X (GIBCO), Insulin 4μg/mL (Sigma) and PS 200 U/mL (GIBCO). The  in  vitro culture optimizations with patient  samples were  carried out using  the breast cancer specific culture medium WIT‐T (StemGent) or CnT27 (CELLnTEC) in Primaria plates (BD Biosciences), in standard cell culture plates or in ULA plates (Corining). 
 























7.1 List of samples (CLINICAL STUDIES #1, 2 and 3)  The three following tables represent the list of patient samples received for the functional study  of  DgTCs  (see  chapter  4.5).  Blue  fonts  correspond  to  primary  cancers  (M0  stage) while  black  fonts  correspond  to metastatic  cancers  (M1  stage).  Abbreviation: BL =  blood, ND = not determined.  
TABLE 2: CLINICAL STUDY NUMBER 1 
SAMPLE ID CANCER # CTCs /7.5 mL 
BL 1 BREAST 34 
BL 2 BREAST 0 
BL 3 BREAST 0 
BL 4 BREAST 16 
BL 5 BREAST 0 
BL 6 BREAST 0 
BL 7 BREAST 0 
BL 8 BREAST 4 
BL 9 BREAST 0 
BL 10 BREAST 0 
BL 11 BREAST 1 
BL 12 BREAST 4 
BL 13 PROSTATE 0 
BL 14 BREAST 2 
BL 15 BREAST 0 
BL 16 BREAST 0 
BL 17 BREAST 0 
BL 18 BREAST 0 
BL 19 BREAST 0 
BL 20 BREAST 1 
BL 21 BREAST 3 
BL 22 BREAST 171 
BL 23 BREAST 0 
BL 24 BREAST 1 
BL 25 BREAST 1 
BL 26 BREAST  0 
BL 27 BREAST  330 
BL 28 BREAST  0 
BL 29 BREAST  0 







BL 31 BREAST  18 
BL 32 BREAST  ND 
BL 33 BREAST  0 
BL 34 BREAST  0 
BL 35 BREAST  41 
BL 36 BREAST  ND 
BL 37 BREAST  3 
BL 38 BREAST  0 
BL 39 BREAST  1 
BL 40 BREAST  0 
BL 41 BREAST  0 
BL 42 BREAST  35 
BL 43 BREAST  0 
BL 44 BREAST  0 
BL 45 BREAST  20 
BL 46 BREAST  0 
BL 47 BREAST  0 
BL 48 BREAST  ND 
BL 49 BREAST  0 
BL 50 BREAST  1 
BL 51  BREAST 1 
BL 52 BREAST  0 
BL 53 BREAST  0 
BL 54 BREAST  ND 
BL 55 BREAST  2 
BL 56 BREAST  9 
Bl 57 BREAST  0 
BL 58 BREAST  0 
BL 59 BREAST  1 
BL 60 BREAST  1 
BL 61 BREAST  1 
BL 62 BREAST  0 
BL 63 BREAST  37 
BL 64 BREAST  600 
BL 65 BREAST  0 
BL 66 BREAST  2 
BL 67 BREAST  1 
BL 68 BREAST  0 
BL 69 BREAST  0 
BL 70 BREAST  ND 
BL 71 BREAST  0 
BL 72 BREAST  0 
BL 73 BREAST  40 
BL 74 BREAST  0 
BL 75 BREAST  3 
BL 76 BREAST  0 







BL 78 BREAST  1 
BL 79 BREAST  0 
BL 80 BREAST  0 
BL 81 BREAST  0 
BL 82 BREAST  0 
BL 83 BREAST  0 
BL 84 BREAST  ND 
BL 85 BREAST  0 
BL 86 BREAST  0 
BL 87 BREAST  0 
BL 88 BREAST  175 
BL 89 BREAST  0 
BL 90 BREAST  0 
BL 91 BREAST  0   
TABLE 3: CLINICAL STUDY NUMBER 2 
SAMPLE ID DATE RECEIVED CANCER 
Pr BL Hd 1 29/05/08 PROSTATE 
Pr BL Hd 2 29/05/08 PROSTATE 
Pr BL Hd 3 26/06/08 PROSTATE 
Pr BL Hd 4 1.9.09 PROSTATE 
Pr BL Hd 5 1.9.09 PROSTATE 
Pr BL Hd 6 13/1/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 7 13/1/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 8 15/01/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 9 19/01/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 10 27/01/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 11 28/01/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 12 03/02/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 13 03/02/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 14 04/02/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 15 05/02/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 16 06/02/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 17 10/02/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 18 12/02/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 19 12/02/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 20 24/03/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 21 24/03/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 22 25/03/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 23 31/03/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 24 31/03/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 25 01/04/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 26 02/04/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 27 07/04/09 PROSTATE 







Pr BL Hd 29 15/04/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 30 21/04/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 31 21/04/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 32 28/04/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 33 08/05/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 34 19/05/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 35 26/05/09 PROSTATE 
Pr BL Hd 36 11.1.10 PROSTATE 
Pr BL Hd 37 15.1.10 PROSTATE 
  
TABLE 4: CLINICAL STUDY # 3 
PATIENT NUMBER OF CTCS 
CANCER  # APOPTOTIC ENUCLEATED INTACT TOTAL 
BREAST 1 0 0 0 0 
BREAST 2 0 0 ND ND 
BREAST 3 0 0 ND ND 
BREAST 4 0 0 500 500 
BREAST 5 6 0 12 18 
BREAST 6 0 0 0 0 
BREAST 7 36 0 52 88 
BREAST 8 214 0 440 654 
BREAST 9 10 0 10 20 
BREAST 10 1 0 2 3 
BREAST 11 5 0 1 6 
BREAST 12 2 0 120 122 
BREAST 13 0 0 0 0 
BREAST 14 0 0 7 7 
BREAST 15 0 0 0 0 
BREAST 16 0 0 10 10 
BREAST 17 14 24 54 92 
BREAST 18 0 0 0 0 
BREAST 19 13 24 12 49 
BREAST 20 0 0 0 0 
BREAST 21 0 240 40 280 
BREAST 22 17 0 47 64 
BREAST 23 0 0 2 2 
BREAST 24 0 0 1 1 
BREAST 26 0 0 0 0 
BREAST 27 0 0 0 0 
BREAST 28 3 100 0 103 
BREAST 29 0 0 0 0 
BREAST 30 0 0 0 0 
BREAST 31 5 100 9 114 







BREAST 33 1 5 2 8 
BREAST 34 13 600 20 633 
BREAST 35 4 10 1 15 
BREAST 36 3 35 6 44 
BREAST 37 0 0 0 0 
BREAST 38A 38 100 33 171 
BREAST 39 1 15 4 20 
BREAST 40A 0 0 0 0 
BREAST 41A 1 0 1 2 
BREAST 42A 12 0 64 76 
BREAST 43A 6 1 10 17 
BREAST 44 0 0 0 0 
BREAST 45A 0 0 0 0 
BREAST 46A 1 1 1 3 
BREAST 48 0 0 0 0 
BREAST 49 2 0 0 2 
BREAST 50 23 40 29 92 
BREAST 51 5 500 29 534 
BREAST 52 0 0 0 0 
BREAST 53 2 0 0 2 
BREAST 54 23 100 0 123 
BREAST 55 2 0 0 2 
BREAST 56 1 0 0 1 
BREAST 57 0 0 0 0 
BREAST 58 31 10 9 50 
BREAST 59 0 0 0 0 
BREAST 60 10 55 7 72 
BREAST 61 1 0 2 3 
BREAST 62 31 100 28 159 
BREAST 63 0 0 0 0 
BREAST 64 0 0 0 0 
BREAST 65 18 50 18 86 
BREAST 66 3 6 0 9 
BREAST 67 1 0 0 1 
BREAST 68 1 0 0 1 
BREAST 69 0 0 0 0 
BREAST 70 2 0 0 2 
BREAST 71 0 0 1 1 
BREAST 72 0 0 0 0 
BREAST 73 17 50 40 107 
BREAST 74 0 0 0 0 
BREAST 75 0 0 0 0 
BREAST 76 8 5 68 81 
BREAST 77 4 20 1 25 
BREAST 78 0 10 0 10 
BREAST 79 1 0 0 1 







BREAST 81 20 300 52 372 
BREAST 82 0 0 0 0 
BREAST 83 8 20 0 28 
BREAST 84 95 1000 120 1215 
BREAST 85 0 0 0 0 
BREAST 86 0 0 200000 200000 
BREAST 88 450 0 400 850 
BREAST 89 0 0 0 0 
BREAST 90 5 44 18 67 
BREAST 91 0 0 0 0 
BREAST 92 0 0 0 0 
BREAST 93 0 0 0 0 
BREAST 94 0 0 0 0 
BREAST 95 10 50 4 64 
BREAST 96 42 80 11 133 
BREAST 97 0 0 0 0 
BREAST 98 0 0 1 1 
BREAST 99 0 0 0 0 
BREAST 100 0 0 1 1 
BREAST 101 0 0 7 7 
BREAST 102 1 0 0 1 
BREAST 103 0 0 0 0 
BREAST 104 0 0 0 0 
BREAST 105 0 20 0 20 
BREAST 106 1 0 0 1 
BREAST 107 1 0 0 1 
BREAST 108 0 0 0 0 
BREAST 109 2 20 2 24 
BREAST 110 0 0 0 0 
BREAST 111 1 15 0 16 
BREAST 112 0 0 0 0 
BREAST 114 1 0 0 1 
BREAST 115 0 20 4 24 
BREAST 116 0 0 0 0 
BREAST 117 0 10 1 11 
BREAST 118 2 0 0 2 
BREAST 119 0 0 0 0 
BREAST 120 0 0 0 0 
BREAST 121 5 60 28 93 
BREAST 122 1 0 1 2 
BREAST 123 1 40 4 45 
BREAST 124 0 0 0 0 
BREAST 125 0 0 0 0 
BREAST 126 0 1 1 2 
BREAST 127 0 18 1 19 
BREAST 128 200 500 80 780 







BREAST 130 0 0 0 0 
BREAST 131 0 0 0 0 
BREAST 132 0 0 0 0 
BREAST 133 0 5 6 11 
BREAST 134 5 4 2 11 
BREAST 135 30 60 15 105 
BREAST 136 1 0 0 1 
BREAST 137 0 1 2 3 
BREAST 138 1 0 2 3 
BREAST 139 0 0 0 0 
BREAST 140 0 0 0 0 
BREAST 141 2 0 1 3 
BREAST 142 9 38 7 54 
BREAST 143 0 0 0 0 
BREAST 144 0 5 0 5 
BREAST 145 0 0 0 0 
BREAST 146 0 0 0 0 
BREAST 147 1500 900 2760 5160 
BREAST 148 0 0 0 0 
BREAST 149 0 20 5 25 
BREAST 150 6 25 5 36 
BREAST 151 29 40 21 90 
BREAST 152 0 6 3 9 
BREAST 153 0 0 0 0 
BREAST 154 0 5 9 14 



































TABLE 5: PROCESSED SAMPLES IN CLINICAL STUDY # 3 
  INTACT CTCS /7.5 mL  
SAMPLE  PATIENT # DTCS/2 million MNC) PROCESSING 
BL 4.II 600 IN VIVO 
BM 4.II 70 IN VIVO 
BL 5.II 20 IN VIVO 
BM 5.II ND IN VIVO 
BL 9.II 20 IN VIVO 
BM 9.II 2 IN VIVO 
BL 9.III 0 IN VIVO 
BL 12.II 320 IN VIVO 
BM 12.II 20 IN VIVO 
BL 19.II 15 IN VIVO 
BM 19.II ND IN VIVO 
BL 21.II 40 IN VIVO 
BL 22.II 10 IN VIVO 
BM 22.II ND IN VIVO 
BL 22.III 2 IN VIVO 
BL 36.II 1 IN VITRO 
BL 38.II 50 IN VITRO 
BM 38.II 4 IN VITRO 
BL 42.II 2 IN VIVO 
BM 42.II 0 IN VIVO 
BL 43.II 2 IN VITRO 
BM 43.II ND IN VITRO 
BL 51.II 33 IN VITRO 
BM 51.II 0 IN VITRO 
BL 84.II 23 FACS 
BM 84.II 17 FACS 
BL 86.II 200000 IN VIVO 
BL 86.III 15 000 FACS 
BL 86.IV 4000 
FACS, SORT, IN VITRO, IN 
VIVO 
BL 86.V 4000 FACS, IN VITRO, IN VIVO 
BL 88.II 44 FACS 
BM 88.II 0 FACS 
BL 128.II ND IN VITRO 
BM 128.II ND IN VITRO 
BL 147.II 76 FACS, IN VITRO, IN VIVO 














































































































































































o Incubate  the  slides  (in  a  humidified  chamber)  with  MouseEnvision,  RTU during 40min at RT 
o Wash 1x quickly and 2x 5min in PBS  
o Wash 1x quickly and 1x 5min in 0,05MTris­HCl pH7.6  (7) Enzyme substrate 





































































































































































ANTIGEN COMPANY CATALOGUE# CLONE ISOTYPE CONJUGATE 
CD24 BioLegend 311120 ML5 Mouse IgG2a k PE-Cy7 
CD26 BD 555437 M-A261  Mouse IgG1 k PE 
  BD 555436 M-A261  Mouse IgG1 k FITC 
CD44 eBioscience 25-0441-81 IM7 Mouse IgG1 k PE-Cy7 
 eBioscience 15-0441-82 IM7 Rat IgG2b k PE-Cy5 
 BioLegend 103028 IM7 Rat IgG2b k APC-Cy7 
 BioLegend 103020 IM7 Rat IgG2b k Pacific Blue 
 BD 555477 G44-26 Mouse IgG2b, k Biotin 
 BD 559942 G44-26 Mouse IgG2b k APC 
 BD 555478 G44-26 Mouse IgG2b k FITC 
 BD 555479 G44-26 Mouse IgG2b k PE 
CD45 BioLegend 304022 HI30 Mouse IgG1 k Pacific Blue 
 eBioscience 25 0459 42 HI30 Mouse IgG1 PE-Cy7 
CD47 BD 556046 B6H12 Mouse IgG1 k PE 
 BioLegend 322404 HCD47 Mouse IgG1 k Biotin 
CD326 
(EPCAM) 
Miltenyi 130-080-301 HEA-125 Mouse IgG1  FITC 
  BD 347200 EBA-1 Mouse IgG1 L APC 
C-MET eBioscience 13-8858 eBioclone 97 Mouse IgG1 k Biotin 
  R&D FAB3582A 95106  Mouse IgG1 APC 
CXCR4 
(CD184) eBioscience 12-9999-71 12G5 Mouse IgG2a k PE 
HLA-ABC BD 555552 G46-2.6 Mouse IgG1 k FITC 
 ebioscience 12-9983 W6/32 Mouse IgG2a k PE 
 ebioscience 13-9983 W6/32 Mouse IgG2a k Biotin 
Ki67 BD 558615 B56 Mouse IgG1 k 
AlexaFluor 
647 
 BD 556026 B56 Mouse IgG1 k FITC 
anti-mouse 
H2Kd 
BioLegend 116612 SF1-1.1 Mouse IgG2a k 
AlexaFluor 
647 
 BioLegend 116604 SF1-1.1 Mouse IgG2ak Biotin 
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